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As infecções do trato urinário (ITU’s) estão entre as doenças mais frequentes no ser humano, 
sendo mais comuns em mulheres e podendo apresentar-se como assintomáticas ou sintomáticas. 
O principal agente etiológico das ITU’s é a bactéria Escherichia coli (aproximadamente 90% 
dos casos); porém, outras bactérias Gram-negativo e algumas Gram-positivo podem estar 
envolvidas no processo infeccioso. Diante do cenário atual do desenvolvimento de linhagens 
resistentes a antibióticos, o estudo de métodos alternativos para o controle de doenças infeciosas 
tem sido objeto de vários grupos de pesquisa. Portanto, este trabalho teve como objetivo testar 
dois diferentes genótipos do óleo essencial de Croton tetradenius frente à linhagens de 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. 
Inicialmente, o espectro de atividade dos óleos foi testado pelo método de difusão em ágar. Para 
avaliação da atividade antimicrobiana foram determinadas a Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) e a Dose Bactericida Mínima (DBM) dos óleos frente às cepas selecionadas, seguido de 
teste para determinação da curva de crescimento dos microrganismos. Utilizou-se o Método de 
Checkboard para avaliar o sinergismo entre os óleos essenciais e os antibióticos ciprofloxacino 
e meropenem frente às bactérias utilizadas. A citotoxicidade dos óleos essenciais foi verificada 
através do método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) frente a 
fibroblastos L929. Observou-se que os genótipos de C. tetradenius apresentaram atividade 
contra os microrganismos testados com formação de halos de inibição superiores a 9,0mm e o 
único microrganismo que não foi inibido por nenhum dos genótipos foi P. aeruginosa. A CMI 
para os microrganismos testados variou de 1,4 a 11,3mg/mL, enquanto a DBM variou entre 
2,8mg/mL a 11,3mg/mL. O aumento da concentração do óleo essencial no meio de cultura 
resultou no aumento da fase lag e diminuição da taxa de crescimento e DO máxima atingida 
pelas culturas. O OE em combinação entre os antibióticos apresentaram um efeito sinérgico na 
maioria das combinações, sendo indiferente somente frente à E.coli quando combinado o OE e 
ciprofloxacino. Os óleos testados não apresentaram citotoxicidade significativa nas 
concentrações de 50 e 100 ug/mL.  
 








Urinary tract infections (UTIs) are the most common infections experienced by humans. It is 
mainly found in the female gender and it is generally associated with symptomatic and 
asymptomatic bacteriuria. The most commom etiological agent of UTIs is Escherichia coli 
(approximately 90% of cases); However, other Gram-negative and some Gram-positive 
bacterias may be involved in the infectious process. Facing the current scenario of antibiotic 
resistant strains selection, the study of alternative methods for the control of infectious diseases 
has been the object of several research groups. Therefore, the purpose of this work was to test 
different genotypes of Croton tetradenius essential oil (EO) against strains of Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. Initially, the 
spectrum of the oils activity against these microorganisms was tested by the agar diffusion 
method. In order to evaluate the antimicrobial activity, the Minimal Inhibitory Concentration 
(MIC) and Minimum Bactericidal Dose (MBD) of the oils against the selected strains were 
determined followed by a test to determine the microorganisms growth curve. The Checkboard 
Method was used to evaluate the synergism between the essential oils and the antibiotics 
ciprofloxacin and meropenem against the bacterias used. The cytotoxicity of the essential oils 
was verified by the MTT method (3- (4,5-dimethylthiazol-2-il) -2,5-diphenyltetrazolium 
bromide), against mouse fibroblast lineage L929. Then it was observed that C. tetradenius 
genotypes showed activity against the tested microorganisms. In addition, the inhibition halos 
found higher than 9 mm and the only microorganism that was not inhibited by any of the 
genotypes was P. aeruginosa. Also the MIC for the microorganisms tested ranged from 1.4 to 
11.3 mg / mL, while the MBD varied from 2.8 mg / mL to 11.3 mg / mL. By increasing the 
concentration of essential oil in the culture medium the lag phase raised while the growth rate 
decreased as well as the maximal DO reached by cultures. Essential oils in combination with 
antibiotics showed a synergistic effect in most combinations, being indifferent only to E.coli 
when combined with EO and ciprofloxacin. The tested oils had no cytotoxicity at concentrations 
of 50 and 100 ug / ml.  
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A infecção do trato urinário (ITU) é um quadro infeccioso que acomete qualquer 
parte do sistema urinário, como rins, bexiga, uretra e ureteres, sendo mais comum na parte 
inferior do trato urinário, do qual fazem parte a bexiga e a uretra (1). A instalação e o 
desenvolvimento da infecção ocorrem através da capacidade de virulência do microrganismo 
invasor e de falhas na defesa do sistema imunológico do hospedeiro, com a aderência de 
bactérias patogênicas na mucosa, sua multiplicação e posterior colonização do trato urinário 
(2).  
É considerada a segunda doença infecciosa mais comum na população, ocorrendo 
em ambos os sexos e em todas as idades, com maior predominância em mulheres adultas (3). 
A ITU pode ter como causa diferentes microrganismos, sendo o mais comum a Escherichia 
coli, seguido por infecções mistas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis e Enterobacter aerogenes (4).  
O aumento da resistência dos microrganismos causadores de ITU aos antibióticos 
atuais e os efeitos nocivos associados a estes medicamentos têm motivado novas pesquisas a 
partir de produtos naturais (5,6). O uso de produtos derivados de plantas como os óleos 
essenciais, tem sido apontado como promissor para o tratamento de diversas doenças 
infecciosas (2,7).  
Dentre as plantas com potencial terapêutico, o gênero Croton (Euphorbiaceae) 
possui mais de 1200 espécies e apresenta distribuição pantropical. O Brasil, apesar de congregar 
aproximadamente 350 espécies distribuídas em diversos ambientes como o cerrado, a caatinga 
e os campos rupestres (8,9) ainda possui poucos estudos relacionados ao gênero. C. tetradenius 
(Baill.) tem folhas delicadas e aroma bem acentuado mentolado, conhecido como “caatinga-de-
bode”, “zabelê”, “velandinho”, “barba-de-bode”, endêmico na Caatinga e encontrado com 
frequência na maioria dos estados da região nordeste do Brasil (10). 
Plantas do gênero Croton são utilizadas como remédios tradicionais para tratar dor 
de estômago, abcessos, malária, inflamações e infecções diversas (11).  
Grande parte da população mundial apresenta confiança nos métodos tradicionais 
relativos aos cuidados diários com a saúde: aproximadamente 80% confia nos derivados de 
plantas medicinais para cuidados com a saúde e cerca de 25% das prescrições médicas são 
produtos derivados de plantas (13). Desta forma, pesquisadores têm se dedicado ao estudo de 
medicamentos de origem vegetal que sejam seguros, baratos e facilmente disponíveis (14,15). 
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Considerando o potencial terapêutico do óleo essencial de Croton tetradenius, 
estudos para explorar seu espectro de atividade, mecanismo de ação e citotoxicidade são 




2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Infecções do Trato Urinário (ITU’s) 
 
As Infecções do Trato Urinário (ITU’s) são as infecções bacterianas mais comuns 
no ser humano, consideradas um grande problema de saúde mundial com aproximadamente 
150 milhões de casos anuais (16). Apesar de ocorrer em qualquer idade, apresentam maior 
prevalência em crianças com até seis anos de idade, mulheres jovens com vida sexual ativa e 
idosos (17). 
Estão entre as infecções mais frequentes na comunidade e representa a principal 
causa de infecção nosocomial. Além disso, são as principais causadoras de bacteremia em 
pacientes internados, sobretudo, se tratando de diabetes mellitus e do uso de cateter vesical (18). 
Contudo, as ITU’s são mais comuns em mulheres, que apresentam 50 vezes mais 
chances de infecção que os homens, sendo que até 30% das mulheres apresentarão recidivas ao 
longo de sua vida (19). A principal via de infecção do trato urinário é a ascendente, onde 
microrganismos da microbiota comensal do trato gastrointestinal atinge o trato urinário a partir 
da uretra, podendo alcançar a bexiga e, por vezes, os rins (20,21). Em mulheres, atribui-se a 
menor extensão anatômica da uretra e a proximidade entre a vagina e o ânus como fatores pré-
disponentes à infecção(19). 
As ITU’s podem ser complicadas ou simples, dependendo da localização do 
microrganismo. Considera-se não complicada quando os agentes patogênicos se localizarem na 
bexiga; já ao se instalarem no ureter e rins, será considerada complicada (22). 
As ITU’s são comumente ocasionadas por bactérias Gram-negativo da família 
Enterobacteriaceae, com aproximadamente 90% dos casos causados por Escherichia coli 
(22,23). Esta bactéria possui vários determinantes de virulência necessários à adesão inicial, 
colonização das superfícies mucosas do hospedeiro e invasão de células e tecidos, superando 
os mecanismos de defesa do hospedeiro e causando infecções persistentes e crônicas (24). 
Outros microrganismos Gram-negativo também como Klebsiella sp., Proteus sp., Enterobacter 
sp. e, esporadicamente, Pseudomonas sp. também podem ser responsáveis pela infecção (25).  
De acordo com Adeep (16), a resistência antimicrobiana é um problema crescente 
e uma grande preocupação em muitos países. Isso faz com que a busca por novos agentes 
antimicrobianos seja uma importante estratégia para o estabelecimento de terapias alternativas 
(26). Em virtude de complicações que dificultam o tratamento antimicrobiano, opções de uso 
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de plantas medicinais demonstram importância para manutenção da saúde. Desta forma, 
diversos trabalhos vêm sendo realizados em busca de novas plantas com potencial terapêutico 
(27). 
 As ITU’s estão entre as doenças infecciosas mais frequentemente diagnosticadas 
e que podem resultar em mortalidade. No Brasil, um total de 80% das consultas em clínicas de 
urologia feminina deve-se a esse tipo de infecção (28). Representam infecções frequentes tanto 
em pacientes da comunidade como em pacientes hospitalizados, caracterizando a causa mais 
comum de infecção nosocomial adquirida (19,29). 
 As ITU’s acometem todas as idades, desde neonato até idosos. Sua maior 
incidência aumenta em mulheres sexualmente ativas, durante a gestação e menopausa (30). Em 
homens, a maior ocorrência se dá acima de 50 anos (19). Estudos de Zimmermann (31) 
demonstram uma maior prevalência de ITU’s no sexo feminino, confirmando os achados 
literários. 
 Durante a gravidez, as ITU’s são comuns devido a alterações hormonais e 
anatomo-fisiológicas facilitando o crescimento e disseminação bacteriana. Estima-se que 5 a 
10% das gestantes desenvolvam algum tipo de ITU com consequências potencialmente graves 
à saúde materna e fetal caso não sejam devidamente tratadas (32). 
 
2.2. Plantas Medicinais com Atividade Antibacteriana 
 
 A população humana sempre teve estreita relação com os vegetais, seja para 
consumo alimentar ou como fonte de princípios ativos para o tratamento de muitas 
enfermidades (33). Na década de 1970, a Organização Mundial de Saúde reconheceu os 
benefícios da medicina chinesa, onde produtos obtidos de recursos naturais são fontes milenares 
de tratamento de diversas infecções e doenças crônicas. Um levantamento realizado entre 1981 
e 2002 pela Anual Reports of Medicinal Chemistry demonstrou que, dentre 90 novas substâncias 
com potencial farmacológico analisado, 61 delas eram derivados semissintéticos de plantas e/ou 
oriundas de produtos naturais (34,35). 
Produtos de origem vegetal são comumente empregados no Brasil para fins 
terapêuticos. Em muitas comunidades e grupos étnicos, o conhecimento sobre plantas 
medicinais representa geralmente o único recurso terapêutico, tanto em regiões mais pobres 
quanto nas grandes cidades, devido ao fácil acesso da população a estes produtos, presentes em 
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comércio de feiras livres, mercados populares ou mesmo plantados em quintais residenciais 
(36). 
É cada vez maior o uso de plantas medicinais como alternativa terapêutica à 
diversas doenças, o que requer dos pesquisadores e estudiosos um maior empenho para fornecer 
informações relativas ao sistema produtivo das plantas e preparo dos medicamentos, pois nem 
sempre as normas que garantem a qualidade dos fitoterápicos são cumpridas (37). 
Em todo o mundo, o uso de plantas medicinais contribuiu significativamente para 
os cuidados primários de saúde. No Brasil, assim como em outros países da América Latina, a 
fitoterapia é uma alternativa econômica aos tratamentos usuais. Além disso, representa parte 
importante da cultura do povo, sendo também parte de um saber difundido entre populações ao 
longo de várias gerações (27). As plantas utilizadas pela medicina popular para o controle de 
infecções podem representar uma nova fonte de compostos antimicrobianos (38). 
O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, com mais de 45.000 espécies de 
plantas superiores (20-22% do total existente no planeta) catalogadas de um total estimado entre 
350.000 e 550.000 (39,40). 
Dentro desta perspectiva, o uso de plantas medicinais aliado ao tratamento 
convencional das diversas enfermidades bacterianas tem aumentado significativamente nos 
últimos anos, sendo que os óleos essenciais extraídos de plantas e/ou os seus princípios ativos 
podem ser utilizados como forma alternativa de quimioterapia nestas morbidades (41–44).  
 Estudos realizados por Al-Hussaini (45) demonstram grande potencial no uso de 
fitoterápicos, inclusive da atividade antimicrobiana dos extratos de plantas, muito embora sua 
funcionalidade ainda não esteja bem compreendida.  
 A pesquisa da atividade antimicrobiana de plantas medicinais no Brasil vem 
ganhando espaço e merecendo destaque nos últimos anos, como demonstrado nos trabalhos de 
Costa (26) e Toledo (46), que pesquisaram a ação antimicrobiana de plantas usadas na medicina 
popular sobre microrganismos distintos, dentre eles Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e leveduras do gênero Cândida sp. Ambos 
os trabalhos, demonstraram que as espécies de plantas estudadas foram eficazes contra os 
microrganismos testados, em especial frente às cepas de Candida sp. 
 
2.2.1. Plantas do gênero Croton 
  
O gênero Croton, pertencente à família Euphorbiaceae, é amplamente distribuído 
em regiões tropicais e subtropicais pelo mundo, incluindo o Brasil, onde há 316 espécies 
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descritas (47). Espécies deste gênero são frequentemente utilizadas na medicina popular para 
alívio de dores, tratamento de cânceres, distúrbios relacionados ao trato gastrointestinal, 
inflamação, como antibiótico, entre outras (48). 
 
2.2.1.1. Croton tetradenius Baill 
 
Espécie endêmica da região Nordeste do Brasil, encontrado na vegetação da 
caatinga nos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e 
Sergipe (49). Disseminado em solo arenoso e pedregoso, em ambiente úmido e sombreado (10). 
A planta tem sido alvo de estudos, por apresentar potencial inseticida sobre larvas 
do A. aegypti, tornando-se uma alternativa promissora para utilização no controle do vetor 
transmissor de arboviroses (12). Formulações desenvolvidas a partir do óleo essencial de C. 
tetradenius como potencial biológico foi relatado pela primeira vez usando o depósito de uma 
patente (49). 
 




2.3. Óleos Essenciais 
 
Óleos essenciais (OEs) são misturas complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, 
obtidas de várias partes de plantas aromáticas. Sua principal característica é a volatilidade. São 
feitos a partir de uma mistura complexa de compostos, que é formado principalmente por 
monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados (50,51). 
Apresentam propriedades farmacêuticas por sua capacidade de gerar sabor e 
aromas, sendo de grande aplicação na perfumaria, cosmética, alimentos e coadjuvante em 
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medicamentos (52,53). Amplamente utilizada na medicina popular, os OEs apresentam-se 
promissores na terapêutica de doenças infecciosas, bem como em atividades antissépticas e 
anti-inflamatória (54). 
Presentes em vários órgãos vegetais estão relacionados ao metabolismo secundário 
das plantas exercendo funções importantes à sua sobrevivência, como por exemplo, na defesa 
contra microrganismos (55). Os OEs são extraídos das plantas através da destilação a vapor, 
obtendo-se misturas complexas que contém um a três componentes principais em concentrações 
razoavelmente altas (56). 
Nos últimos anos, foi confirmado que os óleos essenciais (OEs) exercem atividade 
antimicrobiana, uma vez que são capazes de inibir o crescimento celular e inativar as células 
microbianas (57). Aouadi (58) demonstrou em seus estudos ação antifúngica do OE de Ruta 
chalepensis contra microrganismos de importância clínica e, recentemente Geraci (59), 
investigou a atividade antibacteriana de Citrus sinensis contra três microrganismos: 
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Avaliar o potencial antibacteriano do óleo essencial de C. tetradenius frente a diferentes 
bactérias uropatogênicas de importância clínica. 
4.2. Específicos 
 
Determinar o espectro de atividade dos óleos essenciais de dois genótipos de C. 
tetradenius frente à bactérias uropatogênicas; 
Determinar a concentração mínima inibitória e a dose bactericida mínima dos óleos 
essenciais para as linhagens sensíveis; 
Verificar o efeito os óleos essenciais no crescimento das bactérias uropatogênicas; 
Verificar o sinergismo de óleos essenciais e antibióticos tradicionais no controle de 
bactérias uropatogênicas; 




5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Artigo: Potencial antibacteriano do óleo essencial de Croton tetradenius (Baill.) frente 
a bactérias uropatógenas e sinergismo com antibióticos 






POTENCIAL ANTIBACTERIANO DO ÓLEO ESSENCIAL DE Croton tetradenius 




As infecções do trato urinário (ITUs) estão entre as mais frequentes infecções no ser humano, são mais 
comuns em mulheres e podem apresentar-se como assintomáticas ou sintomáticas. Escherichia coli é o 
principal agente etiológico das ITUs; porém, outras bactérias Gram-negativo e algumas Gram-positivo 
podem estar envolvidas no processo infeccioso. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 
antibacteriano do óleo essencial de dois genótipos de Croton tetradenius frente a Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Para avaliação da atividade 
antimicrobiana foram determinadas a Concentração Mínima Inibitória (CMI) e a Dose Bactericida 
Mínima (DBM), seguido de teste para verificar o efeito do óleo nos parâmetros de crescimento dos 
microrganismos. Utilizou-se o Método de Checkboard para avaliar o sinergismo entre os óleos 
essenciais e os antibióticos ciprofloxacino e meropenem frente às bactérias utilizadas. Observou-se que 
os óleos dos dois genótipos de C. tetradenius apresentaram atividade contra S. aureus, E. coli, K. 
pneumoniae; porém, nenhum dos genótipos foi capaz de inibir P. aeruginosa. A CMI e a DBM para os 
microrganismos testados variaram entre 2,8 a 11,3mg/mL. O aumento da concentração do óleo essencial 
no meio de cultura resultou no aumento da fase lag e diminuição da taxa de crescimento e DO máxima 
atingida pelas culturas. A combinação do OE e antibióticos apresentou efeito sinérgico na maioria das 
combinações, sendo indiferente somente frente à E. coli quando combinado OE e ciprofloxacino.  
Palavras-chave: atividade antimicrobiana, infecção urinária, produtos naturais, monoterpenos, 
resistência bacteriana. 
 
1. Introdução  
A infecção do trato urinário (ITU) é um quadro infeccioso que acomete órgãos como 
rins, bexiga, uretra e ureteres, sendo mais comum na parte inferior do trato urinário, do qual 
fazem parte a bexiga e a uretra (1). São as infecções bacterianas mais comuns no ser humano, 
consideradas grave problema de saúde com aproximadamente 150 milhões de casos anuais (2). 
As ITUs podem ter como causa diferentes microrganismos, sendo o mais comum a Escherichia 
coli (aproximadamente 90% dos casos), seguido por Staphylococcus aureus, Enterococcus 
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Enterobacter aerogenes (3,4).  
O aumento da resistência dos microrganismos causadores de ITUs aos antibióticos 
usuais e os efeitos adversos associados a estes medicamentos representam um sério problema 
para a saúde pública e apontam para a necessidade urgente de novos medicamentos ou terapias 
de combinação para tratar as infecções causadas por patógenos resistentes (5). O uso de plantas 
como alternativa para o tratamento de diversas doenças infecciosas vem crescendo e podem 
pavimentar um caminho para novos fármacos, pois fornecem uma fonte ilimitada de compostos 
químicos diversos que apresentam múltiplos efeitos na saúde (6–10). 
 Croton tetradenius (Baill.) é uma espécie endêmica da região Nordeste do Brasil na 
vegetação da Caatinga (9). Espécies do gênero Croton são frequentemente utilizadas na 
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medicina popular para alívio de dores, tratamento de cânceres, distúrbios relacionados ao trato 
gastrointestinal, helmintíases, em processos inflamatórios e como antibiótico, entre outras (11–
15). 
 Nos últimos anos, foi confirmado que alguns óleos essenciais (OEs) exercem atividade 
antimicrobiana, uma vez que são capazes de inibir o crescimento celular e inativar as células 
microbianas (16–19). Embora suas atividades antimicrobianas estejam bem determinadas, os 
mecanismos de ação ainda não são totalmente compreendidos (20).  
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano do óleo 
essencial de dois genótipos de C. tetradenius frente a diferentes bactérias uropatógenas de 
importância clínica e verificar o sinergismo com antibióticos tradicionais. A diversidade 
genética das populações nativas de C. tetradenius foi recentemente descrita (9) e seu potencial 
antibacteriano ainda não foi explorado. 
 
2. Material e Métodos 
 
2.1. Cepas Bacterianas e Condições de Cultivo 
Foram utilizados os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC-25923, Escherichia 
coli ATCC-25922, Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 e Pseudomonas aeroginosa ATCC-
27853. Todas as cepas foram isoladas de infecções urinárias. Culturas puras dos 
microrganismos foram mantidas a -20°C, sendo cultivadas em meio BHI (Brain Heart Infusion, 
Himedia Laboratories, Mumbai, India) a 35°C. 
 
2.2. Plantas 
Dois genótipos de C. tetradenius foram utilizados neste estudo. As plantas foram 
coletadas no estado de Sergipe (Brasil) e os espécimes depositados no Herbário da Universidade 
Federal de Sergipe-UFS (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Origem dos genótipos C. tetradenius utilizados neste estudo 
Genótipo Localidade Coordenadas 
Nº depósito 
herbário UFS 





CTE407 Poço Redondo/SE 09o58'06.2"S; 37o51'49.0"W 37300 
 
 
2.3. Extração e Análise do Óleo Essencial 
As folhas (70 g) foram secas em estufa de circulação forçada de ar a 40ºC durante 5 
dias. O óleo essencial foi extraído por hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger® por 180 
minutos após o início da ebulição (22). Os óleos essenciais foram devidamente coletados, 
estocados em frascos âmbar e armazenados em freezer à -20°C.  
26 
 
A análise da composição química do óleo essencial foi realizada em cromatógrafo 
acoplado a espectrômetro de massas CG/EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu 
Corporation, Kyoto, Japão) equipado com injeção automática AOC-20i (Shimadzu 
Corporation, Kyoto, Japão). As separações foram realizadas em uma coluna capilar de sílica 
fundida Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm de 
diâmetro interno, 0,25 µm de espessura de filme, em um fluxo constante de Hélio 5.0 com taxa 
de 1,0 mL min-1. A temperatura de injeção foi de 280°C e 1,0 μL (10 mg/mL-1) de amostra foi 
injetado, com uma razão de split de 1:30. A programação de temperatura do forno iniciou-se a 
partir de 50°C (isoterma durante 1,5 min), com um aumento de 4°C min-1, até 200°C, em 
seguida, a 10°C min-1 até 300°C, permanecendo por 5 min.  
Para o CG/EM as moléculas foram ionizadas por ionização por elétrons com energia de 
70 eV. Os fragmentos analisados por um sistema quadrupolar programado para filtrar 
fragmentos/íons com m/z na ordem de 40 a 500 Da e detectados por um multiplicador de 
elétrons. O processamento de dados foi realizado com software CGMS Postrun Analysis 
(Labsolutions- Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão). O processo de ionização para o CG/DIC 
foi realizado pela chama proveniente dos gases hidrogênio 5.0 (30 mL min-1) e ar sintético (300 
mL min-1). As espécies coletadas e a corrente elétrica gerada foi amplificada e processada. O 
processamento de dados foi realizado utilizando o software CG Postrun Analysis (Labsolutions- 
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão).  
A identificação dos constituintes foi realizada com base na comparação dos índices de 
retenção da literatura (23). Para o índice de retenção foi utilizando a equação de Van den Dool 
e Kratz (1963) em relação a uma série homóloga de n-alcanos (nC9- nC18). Também foram 
utilizadas três bibliotecas do equipamento WILEY8, NIST107 e NIST21 que permite a 
comparação dos dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas utilizando um 
índice de similaridade de 80%. 
 
2.4. Determinação dos valores de CMI e DBM dos agentes antimicrobianos 
A concentração mínima inibitória (CMI) dos OEs e dos antibióticos foi determinada 
pelo método de microdiluição seguindo as recomendações do Clinical Laboratory Standards 
Institute (CLSI, 2015). Os óleos foram solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma 
Aldrich, St. Lous, MO, EUA) e concentrações decrescentes foram adicionadas em placas de 96 
poços contendo meio líquido Mueller-Hinton (MH, Fluka Analytical- Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, EUA). Aproximadamente 106 UFC/mL dos microrganismos foram inoculados utilizando 
a escala de McFarland (24), totalizando volume final de 100 µL por poço. As placas foram 
incubadas por 24 h e considerou-se como concentração mínima inibitória a menor concentração 
do óleo que inibiu completamente o crescimento do microrganismo por 24 h. 
Para determinar a dose bactericida mínima (DBM), todo o conteúdo dos poços (100 µL) 
onde não houve crescimento microbiano foi semeado em meio BHI sólido. As placas foram 
incubadas a 37°C por 24 h e o número de células viáveis foi verificado por contagem em meio 
sólido. Foi considerada DBM a menor concentração em que não foi detectada célula viável. 
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
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2.5. Efeito do óleo essencial no crescimento de bactérias uropatogênicas 
 
Concentrações crescentes do óleo essencial em meio MH foram adicionadas em placas 
de 96 poços e o crescimento das culturas foi monitorado por 24 h pela leitura da densidade 
óptica (DO) a 600 nm (Leitora Multidetecção Synergy H1 – BioTek Instruments, Winooski, 
VT, USA). Posteriormente, foram determinadas a velocidade específica de crescimento, a 
duração da fase lag e o valor máximo de DO obtido. Tratamento controle sem a adição de OE 
foi usado como controle positivo e o meio líquido MH sem microrganismo utilizado como 
controle negativo. 
 
2.6. Ensaio de sinergismo - método Checkerboard 
 
Para o ensaio de sinergismo, foram utilizados os antibióticos ciprofloxacino e 
meropenem (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). A CMI dos antibióticos para os 
microrganismos testados foi determinada de acordo com o método de microdiluição já descrito. 
O ensaio sinergístico entre o óleo essencial e os antibióticos foi realizado utilizando placas de 
96 poços pelo método Checkerboard seguindo metodologia descrita por Du et al (25).  
Foram preparadas oito diluições seriadas do óleo essencial e dos antibióticos para 
avaliar a atividade combinatória entre os genótipos CTE101 e CTE407 com os antibióticos 
frente a cepas de E. coli, S. aureus e K. pneumoniae. Um volume de 50 μL de cada concentração 
do óleo e dos antibióticos foi adicionado em cada poço, dando um volume final de 100 μL, 
combinado concentrações diferentes de cada um. Uma alíquota de10 μL da suspensão 
bacteriana contendo aproximadamente 106 UFC/mL foi inoculada em cada poço. As placas 
foram incubadas por 24 h a 37°C. Após esse tempo o crescimento foi verificado pela leitura da 
densidade óptica (DO) a 600 nm. O procedimento foi realizado em duplicata. A CMI dos 
antibióticos e do óleo essencial em combinação e isolada foi determinada como descrito acima.  
Para avaliação da interação entre os antibióticos e o óleo, foi determinado o Índice de 
Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) de acordo com Du et al (25), calculado pela fórmula 
“CIFA + CIFB = ICIF" onde "CIFA" é o CMI do medicamento A em combinação/CMI da 
droga A sozinha; e "CIFB" é o CMI de fármaco B em combinação/CMI do fármaco B sozinho. 
Foi interpretado como indicativo de sinergismo se o valor de ICIF for ≤0,5 ou 
indiferente se >0,5 e ≤ 1 e, entre 1,0 e 4,0, classificada como antagonismo (25,26). 
 
2.7. Citotoxicidade dos óleos essenciais sobre cultura de células de mamíferos 
 
 A atividade de citotoxicidade será avaliada pela medida de viabilidade determinada por 
ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio), como descrito em 
ISO 10993-5/2009, com modificações. Fibroblastos L929 (1 x 105 céls/mL) serão adicionados 
em placas de 96 poços e mantidos em atmosfera de 5% CO2 a 37ºC por 24h. Após esse período, 
a cultura será tratada diferentes concentrações dos óleos essenciais (ou compostos majoritários) 
e novamente incubada nas condições anteriores por mais 24 horas. Em seguida será adicionado 
a cada poço 200 µL de uma solução de MTT (0,5 mg/mL, Sigma-Aldrich), e incubadas por um 
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período de três horas. Finalizado o tempo de incubação, o MTT será aspirado e os cristais de 
formazan solubilizados com 200µL DMSO. A densidade óptica será mensurada em leitor de 
microplacas no comprimento de onda de 570nm. Os ensaios serão realizados em triplicada, e 
os resultados serão expressos em percentual de viabilidade conforme seguinte equação: 
%Viabilidade = (OD570 poços experimentais/OD570 poços controle não tratado) x100.  
 
 
3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Caracterização química dos óleos essenciais (OEs) 
 
A análise da composição química dos óleos essenciais detectou 25 compostos (Tabela 
2) com predominância de monoterpenos, uma classe altamente variável de moléculas 
encontrada em plantas e que desempenham um papel importante em defesa contra bactérias, 
fungos e herbívoros (28).  
No genótipo CTE 101, os principais constituintes foram cânfora e p-cimeno, com 
porcentagens de 13,37 e 13,95 %, respectivamente, seguido por trans-ascaridol (8,07%) e (E)-
pinocarveol (8,03%). No genótipo CTE 407, os compostos majoritários são: p-cimeno 
(17,55%), seguido de trans-ascaridol (14,0%), 1,8-cineol (12,12%) e cânfora (7,25%). A alta 
concentração de p-cimeno em óleos essenciais tem demonstrado atividade antifúngica e 
antibacteriana. O mesmo é observado para a cânfora, avaliado como promissor agente 
antimicrobiano e antioxidante.  
Diversos autores descrevem o potencial terapêutico do 1,8–cineol para o tratamento de 
doenças inflamatórias, atividade antifúngica e mais recentemente com atividade 
anticancerígena (29–31). O trans-ascaridol também apresentou atividade biológica para o alívio 
da dor, atividade antifúngica e potencial antiparasitário (32,33). Assim como comprovada 
atividade antimicrobiana do (E)- pinocarveol frente a bactérias Gram-positivo (34). 
Evidências científicas indicam que a atividade relativa dos OEs pode não depender 
exclusivamente da proporção em que os principais compostos ativos estão presentes, mas 
também das interações entre estes e os constituintes menores presentes nos óleos (35), 
sugerindo assim efeito sinérgico entre os constituintes. 
 
Tabela 2. Composição química (%) e índices de retenção do óleo essencial extraído de Croton tetradenius, 
genótipos 101 e 407. 
Compostos *IRRL CTE 101 CTE 407 
α-tujeno 924 70 1,28 
α-pineno 932 6,9 1,88 
Campeno 946 1,53 0,77 
Sabineno 969 1 1,32 
β-pineno 974 0,76 1,15 
Mirceno 988 1,82 4,15 
α-felandreno 1002 4,16 4,51 
α-terpineno 1014 0,99 6,49 
p-cimeno 1020 13,37 17,55 
Limoneno 1024 3,33 3,4 
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1,8- cineol 1026 7,92 12,12 
ƴ-terpineno 1054 2,31 6,07 
Linalol 1095 1,57 1,77 
(E)- pinocarveol 1135 8,03 - 
Cânfora 1141 13,95 7,25 
Pinocarvona 1160 5,1 - 
terpinen-4-ol 1174 1,17 2,01 
α- terpineol 1186 0,98 2,18 
cis-ascaridol 1234 2,87 5,44 
acetato de isobornil 1283 2,43 0,63 
acetato de bornil 1287 2,97 1,21 
trans-ascaridol 1307 8,07 14,00 
acetato de mirtenil 1324 1,29 0,76 
α-humuleno 1452 0,57 0,81 
óxido de cariofileno 1582 0,77 0,58 
* IRRL: Índice de Retenção Relativo (Adams, 2007). 
3.2. Atividade antimicrobiana dos óleos  
Os OEs dos dois genótipos de C. tetradenius testados apresentaram atividade 
antimicrobiana tanto contra bactérias Gram-positivo quanto Gram-negativo com formação de 
halos com diâmetros iguais ou superiores a 9,0mm, indicando a sensibilidade bacteriana aos 
óleos (Tabela 3). O único microrganismo que não foi inibido por nenhum dos genótipos foi P. 
aeruginosa. Resistência de P. aeruginosa também foi observada frente ao OE de Zataria 
multiflora quando testadas por Mahboubi (36). Como solubilizante, foi utilizado o 
Dimetilsulfóxido (DMSO) com o intuito de facilitar a difusão do óleo no meio de cultura. 
Estes resultados preliminares indicam que C. tetradenius apresenta potencial para o 
controle de microrganismos patogênicos relacionados a infecções do trato urinário, incluindo a 
E. coli que é a mais comum causa de infecções (37).  
Estudos recentes, relataram o efeito antimicrobiano de óleos essenciais frente a bactérias 
Gram-negativo e Gram-positivo. O OE de Ammodaucus leucotricus impediu o crescimento dos 
microrganismos S. aureus, E. coli e K. pneumoniae e revelou aumento no diâmetro da zona de 
inibição diante às crescentes concentrações do óleo (18). Da mesma forma, o OE de Zataria 
multiflora exibiu atividade antimicrobiana frente à E. coli e S. aureus. A razão para a melhor 
atividade dos óleos frente a estas bactérias pode ser explicado pelo efeito sinérgico dos 
compostos majoritários presentes em sua composição (36). 
Sabe-se que a composição química dos OEs pode explicar sua atividade antibacteriana 
(38). Os monoterpenos são os principais componentes dos óleos essenciais da planta e são 
dotados de diversos efeitos benéficos para a saúde, incluindo antimicrobianos (39).  
 Seu mecanismo de ação está relacionado à sua característica não-polar (lipofílica) 
aumentando a capacidade de causar danos na membrana citoplasmática bacteriana, podendo ser 
um composto letal para microrganismos, por conferir alta penetração na membrana 
citoplasmática, levando a uma perda de íons, à redução do potencial da membrana e a um 
colapso na bomba de prótons, já observado em diferentes bactérias como Escherichia coli, 
Shigella flexneri, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, entre outras (40–42). Isto se 
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correlaciona muito bem com os resultados obtidos neste trabalho, mostrando uma importante 
atividade antibacteriana de C. tetradenius frente às cepas bacterianas testadas. 
 
3.3. Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Dose Bactericida Mínima (DBM) do óleo 
essencial 
 
Os parâmetros CMI e DBM são determinados para avaliar a eficácia antimicrobiana dos 
OEs. A CMI, assim como a DBM, variou de 2,8 a 11,3 mg/mL para os diferentes 
microrganismos. Observou-se que E. coli apresentou maior sensibilidade aos óleos. Na maioria 
dos casos, a CMI apresentou o mesmo valor da DBM, com exceção do genótipo CTE 407 para 
S. aureus, onde a DBM foi o dobro da CMI (Tabela 3).  
Diferentes OEs demonstraram resultados promissores frente à cepas bacterianas. O OE 
de Cymbopogon martinii apresentou forte atividade (CMI entre 100 e 900  µg/mL) frente as 
cepas de E. coli (43), enquanto o OE de Eucalyptus camaldulensis apresentou atividade 
antimicrobiana significativa frente a S. aureus (CMI =  1000  µg/mL). Meng et al. (44), 
realizaram CMI e DBM do OE de Juniperus rígida contra K. pneumoniae, o que indicou um 
inibidor bacteriano efetivo com concentração de 3,125mg/mL. 
O OE do genótipo CTE 407 apresentou menores valores de CMI e DBM quando 
comparado com o OE do genótipo CTE 101. Nossos resultados também mostram que genótipo 
CTE 101 apresentou ação bactericida para as bactérias S. aureus, E. coli, K. pneumoniae. Ação 
semelhante é observada para o genótipo CTE 407, exceto para S. aureus, onde a atividade 
bactericida depende da concentração do óleo: no valor da CMI, o óleo exerceu atividade 
bacteriostática contra esse microrganismo, necessitando o dobro desta concentração para causar 
a morte de todas as células. 
Estudos diversos sugerem que a maior parte da atividade antimicrobiana dos óleos 
essenciais esteja relacionada aos terpenóides oxigenados como álcoois e cetonas, por exemplo. 
Além disso, alguns hidrocarbonetos também apresentam atividade antibacteriana (45). O OE 
de C. tetradenius apresentou alto conteúdo de hidrocarbonetos em sua composição química, 
confirmando resultados descritos na literatura. Como por exemplo, a cânfora (principal 
composto do CTE 101) e o p-cimeno (composto principal do CTE 407) que exibiram um forte 
efeito antimicrobiano de acordo com investigações anteriores (46,47). 
 
Tabela 3: Atividade antimicrobiana de diferentes óleos essenciais contra S. aureus, E. coli, K. pneumoniae e P. 
aeruginosa. 
Genótipo Microrganismo 
CMI  DBM Zona de inibição 
(18mg) mg/mL mg/mL 
CTE101 
E. coli  5,6 5,6   + 
S. aureus 11,3   11,3  + 
K. pneumoniae  11,3  11,3 +  










S. aureus  2,8  5,6  + 
K. pneumoniae  5,6 5,6   + 
P. aeruginosa - - - 




3.4. Efeito dos óleos essenciais no crescimento de bactérias uropatogênicas 
 
Através da análise do perfil de crescimento das bactérias testadas observou-se que, 
maneira geral, maiores concentrações do óleo essencial resultaram no aumento da duração da 
fase lag, diminuição da taxa de crescimento e da densidade óptica máxima (Figura 1). 
 
Figura 1: Efeito das diferentes concentrações do genótipo 101 sobre Escherichia coli (A), Klebsiella pneumoniae 
(B), Staphylococcus aureus (C); e efeito das diferentes concentrações do genótipo 407 sobre Escherichia coli (D), 
Klebsiella pneumoniae (E), Staphylococcus aureus (F). 
 
Para o genótipo CTE 101 a menor concentrações de 1,4 mg/mL foi suficiente para inibir 
o crescimento de E. coli e S. aureus por mais de 24 h, quando comparado ao controle. Para K. 
pneumoniae, houve aumento de apenas 1 h na duração da fase lag na concentração de 2,8 
mg/mL assim como para a concentração de 1,4mg/mL, necessitando de uma maior 
concentração sobre K. pneumoniae para aumentar a duração da fase lag e diminuir a taxa de 
crescimento do microrganismo (Figura 1: A, B e C). 
Para o genótipo CTE 407, E. coli foi o microrganismo mais afetado, pois a partir da 
concentração de 1,4 mg/mL, não foi detectado crescimento por até 24h, detectado somente 
crescimento na concentração de 0,7 mg/mL no tempo 24h. Esse mesmo genótipo inibiu o 
crescimento de S. aureus por pelo menos 24 h na concentração de 2,8 mg e em concentrações 
menores a fase lag teve aumento de 8h. Quando o microrganismo testado foi K. pneumoniae, o 
aumento máximo observado na fase lag foi de 3 h para menor concentração de 0,7 mg/mL e 
para as maiores concentrações (2,8 mg/mL e 5,6 mg/mL) a duração da fase lag foi superior a 
24h e diminuindo a velocidade de crescimento do microrganismo (Figura 1: D, E e F). 
 
3.5. Efeito sinergístico do óleo essencial com antibióticos 
A CMI dos antibióticos testados para os microrganismos utilizados variou de 0,08 a 1,3 
µg/mL, sendo os menores valores observados para o antibiótico ciprofloxacino (CIP) (Tabela 
4). Para o meropenem (MEM) foi necessário uma maior concentração do fármaco para inibir 
as linhagens testadas e o microrganismo mais sensível foi S. aureus. Entretanto, concentrações 
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de 1,3 µg/mL foram suficientes para inibir o microrganismo menos sensível, K. pneumoniae 
(Tabela 4). 
 
Tabela 4. Concentração mínima inibitória (CMI) dos antibióticos contra bactérias uropatogênicas. CMI é 
demonstrada em µg/mL. 
 
Antibiótico      
Microrganismo 












Meropenem     0,6±0,09  0,3±0,009  1,3±0,0017  
*Os dados referem-se à média de duas réplicas ± desvio padrão. 
Uma potencialização de atividade antibiótica foi revelada ao combinar os óleos 
essenciais com ciprofloxacino e meropenem frente às cepas testadas (Tabela 5 e 6). Somente 
contra E. coli a combinação OE + CIP mostrou indiferença e nenhuma das 12 combinações 
testadas mostrou antagonismo (Tabela 5). Um agente antimicrobiano natural pode atuar 
facilitando a infiltração da droga através de camadas externas da parede celular bacteriana ou 
mesmo perdendo efeitos inibitórios de proteção. 
 
Tabela 5: Atividade inibitória in vitro dos genótipos do óleo essencial de C. tetradenius em associação com 
Ciprofloxacino e com Meropenem. 
 
    CIF ICIF Observado 
MICRORGANISMO ÓLEO    
E. coli + CIP 
CTE 101 0,08/0,66 0,74 Indiferente 
CTE 407 0,04/0,20 0,24 Sinergismo 









CTE 407 0,03/0,10 0,13 Sinergismo 









CTE 407 0,01/0,17 0,18 Sinergismo 









 CTE 407 0,08/0,27 0,35 Sinergismo 
 









 CTE 407 0,09/0,08 0,17 Sinergismo 
 









 CTE 407 0,01/0,49 0,50 Sinergismo 
CIF: CMI do OE na associação/CMI do OE isolado + CMI do CIP na associação/CMI do CIP isolado.   CIF: CMI 
do OE na associação/CMI do OE isolado + CMI do MEM na associação/CMI do CIP isolado. Índice CIF = CIFOE 
+ CIFCIP. ICIF ≤0,5: sinergismo; >0,5 e ≤ 1,0: indiferente e ICIF entre 1,0 e 4,0: antagonismo (DU et al., 2015 & 
SEPTAMA et al., 2017). 
  A sinergia entre CTE 101 + CIP assim como CTE 101 + MEM demonstraram 
melhor ação sobre K. pneumoniae, enquanto o genótipo CTE 407 + CIP e CTE 407 + MEM 
melhor sinergia sobre S. aureus. Para a cepa de E. coli ambas as combinações foram maiores 
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quando testadas. Os resultados demonstraram que os genótipos CTE 101 e CTE 407 
potencializaram a ação do ciprofloxacino e meropenem diante as diferentes cepas analisadas. 
 O uso de combinações entre antibióticos convencionais e um agente natural pode 
aumentar suas atividades biológicas devido à interação de cada composto. Diferentes 
compostos podem ter diferentes alvos influenciando na resposta terapêutica (48). Várias 
propriedades farmacológicas dos OE sugerem potencial para inibir bactérias patogênicas e em 
combinação com o antibiótico tradicional podem impedir eficientemente o crescimento de 
cepas em concentrações mais baixas do que as exigidas para antimicrobiano individual in vitro 
(49,50).  
 Nossos experimentos demonstraram que as combinações entre os antibióticos e o óleo 
essencial reduziram as CMIs e aumentaram sinergicamente o efeito bactericida contra bactérias 
Gram-positivo e Gram-negativo. 
 
3.6. Citotoxicidade do óleo essencial de Croton tetradenius  
 
 Em geral, os OEs apresentaram baixa citotoxicidade em fibroblastos L929. Os 
resultados dos testes foram expressos como porcentagem de viabilidade. Uma escala de 
intensidade baseada em Rodrigues et al. (51) foi usada para classificar a citotoxicidade dos 
compostos. A 50μg mL-1, o genótipo CTE101 foi considerado não citotóxico (86.7 % ± 2.5) e 
apresentou baixa citotoxicidade a 100μg mL-1 (58.8% ± 8.4). Por outro lado, o genótipo 
CTE407 apresentou baixa citotoxicidade a 50μg mL-1 (73.7% ± 0.6) e citotoxicidade moderada 
a 100μg mL-1 (46.1% ± 1.9).  
 
4. Conclusões 
 Este estudo é pioneiro em demonstrar que o óleo essencial de C. tetradenius apresenta 
atividade antibacteriana frente a cepas de E. coli, S. aureus e K. pneumoniae. Quando 
combinado com os antibióticos tradicionais, o óleo essencial de C. tetradenius apresentou efeito 
sinérgico contra as cepas testadas. Desta forma, podemos concluir que o óleo essencial sozinho 
ou em combinação com antibióticos, pode ser sugerido como um agente antibacteriano in vitro 
contra linhagens de E. coli, S. aureus e K. pneumoniae. Essa descoberta abre caminho para o 
desenvolvimento de um novo método de tratamento de infecções do trato urinário causadas por 
agentes patogênicos resistentes aos fármacos convencionais. Porém, novas pesquisas são 
necessárias para determinar mecanismos de ação e assim desenvolver um novo agente 
farmacológico para tratamento de bactérias resistentes a medicamentos. 
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Diante dos resultados apresentados, podemos elencar as seguintes conclusões:  
 Os óleos essenciais de C. tetradenius apresentaram potencial antibacteriano contra os 
uropatógenos testados, tanto para bactérias Gram-negativo quanto para Gram-positivo; 
 A bactéria E. coli foi a que apresentou maior sensibilidade ao óleo de C. tetradenius; 
 O efeito dos OEs de C. tetradenius frente à S. aureus, E. coli e K. pneumoniae foi bactericida 
independente da concentração na maioria dos genótipos; 
 O aumento da concentração dos óleos reduziu a taxa de crescimento e aumentou a fase lag dos 
microrganismos testados; 
 O teste de checkerboard demonstrou sinergismo entre os óleos essenciais de C. tetradenius e 
os antibióticos ciprofloxacino e meropenem frente às cepas testadas; 
 O sinergismo entre o genótipo CTE 101 e ciprofloxacino, assim como meropenem, demonstrou 
melhor ação sobre K. pneumoniae, enquanto a combinação do genótipo CTE 407 com os 
antibióticos apresentou melhor sinergismo frente a S. aureus; 
 Nenhum dos óleos essenciais apresentou citotoxicidade significativa nas concentrações 
testadas. 
 O estudo confirmou a efetividade in vitro do óleo essencial de C. tetradenius quando testado 
isolado ou em combinação com antibióticos frente a linhagens de E. coli, S. aureus e K. 
pneumoniae. 
 
